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略語一覧 
 
ADP  Adenosine diphosphate 
ATP  Adenosine triphosphate 
CBF  Cerebral blood flow 
CCA  Common carotid artery 
Cer  Ceramides or ceramide 
CID  Collision-induced dissociation 
Cortex  Cerebral cortex 
CPu  Caudoputamen 
Cr  Creatine 
ECA  External carotid artery 
GC  Gas chromatography 
HE  Hematoxylin-Eosin 
ICA  Internal carotid artery 
LC  Liquid chromatography 
LSF  Laser speckle flowmetry 
MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization 
MS  Mass spectrometry 
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MSI  Mass spectrometry imaging 
MS/MS Tandem mass spectrometry 
PBS  Phosphate buffered saline 
PC  Phosphatidylcholine 
PCR  Polymerase chain reaction 
P-Cr  Phosphocreatine 
PPA  Pterygopalatine artery 
tMCAO Transient middle cerebral artery occlusion 
TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling 
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1.  要旨 
 
脳梗塞は高い罹患率と死亡率をもたらすが, 近年, 血栓溶解療法およびカテーテル
による血栓回収療法の進歩により, 良好な転帰を辿る患者が増加している. しかしな
がら, 短い治療適応時間枠のためにこれらの血行再建術の適用者は少なく, 全体の
10%程度に留まる. 90%以上は急性期血行再建の適応外であるため, それを治療する
ための, 神経保護療法の開発が必須である. 脳虚血後には様々なシグナル伝達経路が
活性化する. 最近は RNA やタンパクレベルのみならず, 代謝物の解析も十分に行え
るようになり, 診断や治療への応用が期待されている. 
本研究の目的は, 脳虚血後早期の代謝産物の変化を明らかにし, 将来の治療のター
ゲットを見出すことである. 8 週齢の雄性 C57BL/6J マウスに 60 分間の一過性中大
脳動脈閉塞 (tMCAO) を誘導し, 虚血後 1時間および 24時間の時点で脳サンプルを
得た. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI)-Mass Spectrometry 
Imaging (MSI) を使用して, 脳虚血後の脳内の代謝物を測定した. その中から細胞の
生死に寄与すると考えられる creatine (Cr), phosphocreatine (P-Cr), および
Ceramides (Cer) の 3種類の代謝産物を選択し分析した. 
MSIの結果から, 数多くのイオン化された代謝物の候補が得られたが, 多くの物質
は未だ同定に至っていない. Cr, P-Cr, Cer, phosphatidylcholine, L-glutamine, およ
び L-histidineは tandem mass spectrometry (MS/MS) と併せて同定でき, MSIによ
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り脳虚血後の時間的・空間的変化が観察可能であった . Cr, P-Cr, および Cer 
d18:1/18:0は, tMCAO後に経時的に変化した. P-Crおよび Cer d18:1/18:0は虚血中
心部および周辺部において経時的に増加した. この変化は tMCAO 1時間後から観察
可能であった. Hematoxylin-Eosin染色および蛍光免疫染色においては 1時間では明
らかな組織学的な変化を認めず, MSIにおいてのみ変化が観察可能であった. 一方Cr
は虚血中心部及び周辺部で経時的に減少する傾向を認めた. 
本研究により , 脳虚血後早期に , 組織学的な変化に先立ち P-Cr および Cer 
d18:1/18:0の虚血巣における増加を捉えられることが示された. 今後の神経保護療法
のターゲットあるいはバイオマーカーとしての活用が期待される. 
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2.  研究背景と目的 
 
 脳梗塞は高い罹患率と死亡率をもたらし, 先進国の高齢化と共に脳梗塞患者の数は
増加している. 血栓溶解療法およびカテーテルによる血栓回収療法の進歩により, 良
好な転帰を辿る患者が増加している.しかしながら, 短い治療適応時間枠のためにこ
れらの血行再建術の適用者は少なく, 全体の 10%程度に留まる. 90%以上は急性期血
行再建の適応外であるため, それを治療するための, 神経保護療法の開発が必須であ
る. そのためにも, 様々なシグナル伝達経路の時間的・空間的変化の情報が必要であ
る. 
古典的に, 脳梗塞後の様々なシグナル伝達経路は主に polymerase chain reaction 
(PCR) を用いた RNAの検出, または免疫組織化学染色および western blottingを用
いたタンパク質の検出により分析されるが, これらの古典的手法は特異的な probe, 
または抗体を必要とする.1, 2) 低分子化合物を検出するために用いられる liquid 
chromatography (LC)-mass spectrometry (MS) や gas chromatography (GC)-MS
は, 技術の進歩により probeを使用することなく脳梗塞後の小さな代謝産物およびリ
ン脂質の発現を測定することが可能である.3, 4) またこれらの MS は生体を構成する
多彩な分子が対象であり, 未知の分子を同定することや, 多分子を網羅的に解析する
ことが可能であるが, 代謝産物の空間分布を直接評価することは難しい. 空間分析の
方法としては, 脳を領域ごとに分割したサンプルを用いた MS 解析や, 免疫組織化学
4 
 
染色が用いられてきた. サンプルを分割したMS解析では空間的分布の詳細が分から
ず, 免疫組織化学染色では経時的な変化を捉えにくく網羅的な解析は困難である. 
Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)-mass spectrometry imaging 
(MSI) は単一の解析間のみではあるが, 標識なしで様々な代謝産物の空間分布を解
析可能であり, 有用性が最近の研究で示された.5-9) また MSI を用いた脳損傷モデル
の研究で sphingolipid, glycocyamine, nucleotide 等の代謝産物の発現も報告されて
いる.2, 9, 10) 
本研究では, 細胞の生存と死に寄与すると考えられる Creatine (Cr), 
phosphocreatine (P-Cr) および Ceramides (Cer) を選択的に分析した. Crの代謝物
である P-Crは生体内投与により認知機能改善につながるとの報告もあり,11) いくつ
かの研究では, P-Crが血液脳関門および細胞膜を通過し, 神経保護効果を発揮するこ
とを報告している.12-15) また, 急性および慢性虚血時に Cer d18:1/18:0の蓄積がおこ
ることが数例報告されている.16-18) 
本研究の目的は, 脳虚血後早期の代謝産物の変化を明らかにし, 将来の治療のター
ゲットを見出すことである. MALDI-MSIを用いて一過性中大脳動脈閉塞 (tMCAO) 
モデルマウスの脳サンプルを分析した. MSIによる脳虚血後の脳内の代謝物の解析に
より多数の代謝物候補が検出されたが, その中から細胞の生存と死に寄与すると考え
られる Cr, P-Cr, および Cerの 3種類を選択的に分析した. また, 対照群, tMCAO
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後 1時間群および 24時間群と異なるサンプルを同時に測定することで, 時間的・空
間的な変化を分析した.  
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3. 実験材料 
 
3-1. 実験動物 
 
① 8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス (20.2～24.0 g, 日本エスエルシー株式会社, 熊谷
商店から購入) を用いた. 
② 動物実験のプロトコルは東北大学動物実験専門委員会において了承された 
(2014 医動-183-4). また東北大学における動物実験等に関する規定に基づいて行
った. 
 
3-2. 検疫, 馴化および識別 
 
① 入荷時に週齢を確認し, 一般状態および外観を観察し, 体重を測定した. 
② 馴化期間は, 入荷日から tMCAOモデル作製前日までとした. 
③ マウスの尾に色別マーカーで印をつけることで個体識別を行った. 
 
3-3. MSIで用いた試薬 
 
① Carboxymethylcellulose sodium salt (Wako Pure Chemical Industries) 
② Indium–tin oxide (100 ohm/sq: Matsunami)  
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③ Molecular sieves, 13X, beads (NACALAI TESQUE) 
④ α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma-Aldrich) 
⑤ Sodium creatine phosphate hydrate (TCI) 
⑥ Ceramides (Avanti Polar Lipids) 
 
3-4. 蛍光免疫染色 
 
① In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (11684795910, Roche) 
② Mouse anti-NeuN antibody (1:50, MAB377, Millipore) 
③ 20% BLOCK ACE (UKB40, DS Pharma) 
④ 5% bovine serum albumin (Wako Pure Chemical Industries ) 
⑤ 0.3% TritonX-100 (X100-500ML, Sigma-Aldrich) 
⑥ Donkey anti-mouse IgG, Alexa Fluor 594 (1:200, A21203, Invitrogen) 
⑦ Tween-20 (Sigma-Aldrich) 
⑧ ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI (P36962, Thermo Fisher 
Scientific) 
 
3-5. 使用機材, ソフトウェア 
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① フィードバック調節加熱パッド (BWT-100, Bio Research Center) 
② 血管クリップ (MH-1-20, BEAR Medic) 
③ シリコン被覆 6-0ナイロンモノフィラメント (602345PK5Re, Doccol) 
④ Laser speckle flowmetry (LSF) (OMEGAZONE, Omegawave) 
⑤ クライオスタット (LEICA CM3050S, Leica) 
⑥ iMLayer (SHIMADZU) 
⑦ 顕微鏡 (DFC7000 T, Leica) 
⑧ Confocal microscope (C2, Nikon) 
⑨ MALDI-MSIシステム (iMScope, SHIMADZU) 
⑩ Imaging MS solution software (SHIMADZU) 
⑪ GraphPad Prism 5, バージョン 5.03 (MDF) 
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4. 実験方法 
 
4-1. tMCAOモデル作成 
 
① tMCAOの導入 19) 
8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス (20.2〜24.0 g) を自発呼吸が保たれるように 1.5% 
isoflurane, 30%酸素および 70%亜酸化窒素で麻酔を導入し, 仰臥位とした. 手術を通
してフィードバック調節加熱パッドを用いて体温を 37 ± 0.5˚Cに維持した. 頚部に左
寄りの正中皮膚切開をおき , 左総頚動脈  (CCA), 内頚動脈  (ICA), 蝶口蓋動脈 
(PPA) および外頚動脈 (ECA) を愛護的に剥離した. 血管クリップを用いて ICA お
よび CCA を一時的に閉鎖し, ECA に小切開を加え, シリコン被覆 6-0 ナイロンモノ
フィラメント (シリコンスーチャー) をECAの動脈切開孔を通してCCA分岐部に進
めた. 一時遮断した血管クリップを外し, ECA を凝固切断した後, 微かに抵抗が感じ
られるまでシリコンスーチャーを ICAに挿入した. ECA断端は, 6-0ナイロン縫合糸
で閉鎖した. モデル間での脳虚血範囲の変動を最小限にする目的で PPA を凝固切断
した (PPA はげっ歯類において虚血時の主要な側副血行路として働くことが知られ
ている).20) 創部は 6-0 ナイロン縫合糸で縫合した. 術中に観察される動脈とシリコン
スーチャーの留置場所の模式図を図 1に示した. 
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② 脳虚血範囲の確認～再灌流 
前述の手術操作後にマウスを腹臥位にし, 頭皮を切開した. 両側大脳および小脳半
球が透見できるように頭蓋骨を露出させた. 頭蓋骨表面の乾燥を防ぐために生理食塩
水の上からスリップカバーで覆った. LSF を用いて頭蓋骨を介して脳血流 (CBF) を
測定し, 中大脳動脈および後大脳動脈領域におけるCBFの低下を確認した (図2). 麻
酔を終了し, 再灌流までマウスを覚醒下で管理した. シリコンスーチャーを ICAに挿
入してから 60 分後に脳血流の再灌流を行った. 再度麻酔を導入後に仰臥位とし, シ
リコンスーチャーをゆっくりと引き抜き, ECAは 6-0ナイロン縫合糸で結紮した. そ
の後は脳組織摘出まで覚醒下で管理した. 
 
③ 群分類 
各マウスは tMCAO から脳組織摘出までの生存時間によって tMCAO 後 1 時間群, 
および 24 時間群に無作為に振り分けた. また未処置のマウスを対照群 (control) と
して使用することで 3群 (各群, n = 3) とした. 
 
4-2. 脳組織の準備 
 
凍結切片作成からMSI画像作成までの工程を図 3に示す. 
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① 脳組織の摘出 
tMCAO後 1, 24時間に, isofluraneで麻酔を導入し, 左心室から氷冷した生理食塩
水を灌流した. 対照群も同様に冷生理食塩水で灌流を行った. 死後の代謝進行を防ぐ
ために, 迅速に脳組織を取り出し, 5 mLのマイクロチューブに入れ, 組織を液体窒素
内で凍結させた. 灌流終了から脳組織摘出までは 30秒を目標に行った. 組織は切片
化するまでフリーザー内に-80˚Cで保存した. 
 
② 切片作成 
4% Carboxymethylcellulose sodium saltを使用し, 脳組織をクライオスタット上
に固定した. 虚血側と対側間の空間的代謝状態を比較するために冠状切片とした. ま
た海馬, caudoputamen (CPu) および大脳皮質を同時に観察するために, bregmaか
ら 1.80 mm尾側の切片を 8 μmの厚さで切り出した. また時間的代謝変化を比較す
るために, 各群のマウスから採取した各切片を一枚のスライドガラス上に置き同時に
分析した. スライドガラスを indium–tin oxideで被覆し, MSI分析までMolecular 
Sieves, 13X, beadsを入れた 50 mLチューブに-80˚Cで保存した. MALDI-MSIのレ
ーザー照射範囲を, 試料調製の前に, 光学顕微鏡下に設定した. 次に iMLayerを用
いて各切片をマトリックス (α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, 0.7 μm) で沈着させ
た. 
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4-3. 組織学的評価ならびに神経細胞損傷評価 
 
① HE (Hematoxylin-Eosin) 染色 
試料をmildform溶液で 15秒間処理して固定した. 固定処理した試料を
hematoxylin染色液に 1分 30秒間浸し, 水道水で軽く水洗した後に水道水に 1分間
浸し色出しを行った. Eosin 染色液に 6秒間浸し, 水道水で軽く水洗した. 100% 
ethanol (1分, 3回), 100% xylene (1分, 2回) の順に浸し, 脱水処理を行った. その
後, カバーガラスで封入処理を行った. HE染色を行ったスライドは顕微鏡で観察し
た. 神経損傷を定性的に評価するために, 中大脳動脈および後大脳動脈の灌流領域で
あり, 予備検討で虚血変化が強かった海馬, CPuおよび大脳皮質の神経細胞を評価し
た.21, 22) 神経細胞損傷スケールを表 1, 2に示す. 海馬の評価では CA1に半分以下の
領域で損傷がみられる場合に 1とし, 半分以上を 2とした. また CPuおよび大脳皮
質の評価では 5か所で各々20個の細胞を観察した. この評価は 2人で同一切片を独
立して独立して観察して行った. 
 
② 蛍光免疫染色 
損傷した細胞を視覚化するために, In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein
を用いた TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 染色を行った. 神経細胞
はmouse anti-NeuN antibodyで染色した. すべての切片は室温で 20分間, 4% 
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paraformaldehydeで固定し, 20% BLOCK ACE, 5% bovine serum albuminおよび
0.3% TritonX-100の溶解液に室温で 30分間インキュベートした. 毎回 PBSで溶解
した 0.1% Tween-20を用いて洗浄した. 切片にmouse anti-NeuN antibody (1:50)
を滴下し 4˚Cで一晩, その後 donkey anti-mouse IgG, Alexa Fluor 594 (1:200) を滴
下し室温で 1時間インキュベートした. その後 TUNELキットを使用して 37˚Cで 1
時間インキュベートした. ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPIで包埋
した. Confocal microscopeで切片を観察した. 
 
4-4. MALDI-MSI分析 
 
MALDI-MSIシステム (iMScope) を用いて質量スペクトルを取得した. P-Cr, Cr, 
および Cer d18:1/18:0に対応するスキャン範囲を選択し, 2種類の範囲 (m/z 85-305
またはm/z 520-820) で測定した. MSI条件を表 3に示す. 撮影時には raster scan
が自動的に実行された (141×171 average pixels per scan). 合計 24039個のデータ
ポイントのうち, データポイントの平均空間間隔は, 脳の各スライスにおいて 50 μm
であった. 顕微鏡システムを介して収集されたデータは, imaging MS solution 
softwareを用いてデジタル処理された. また, sodium creatine phosphate hydrate
と Ceramidesを試薬として, キャリブレーションを行った. 一部の代謝産物は対応
する tandem mass spectrometry (MS/MS) フラグメントイオン質量スペクトルで同
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定された. MALDI-MS/MS解析は対照群のサンプルを使用し, 皮質下の 50 μm四方
からレーザー照射によりイオン化遊離したプリカーサーイオンに衝突誘起解離 
(CID) を行い, その生成イオンを検出した.23, 24) Cer d18:1/18:0の解析条件を表 4に
示す. 解析済の各試料は後に HE染色した.23)  
 
4-5. 統計学的解析 
  
すべてのデータは平均を±SD として表した. 神経細胞損傷および脳虚血後の代謝
物発現は, 1 way ANOVAで検定後, Dunnett's multiple comparison test vs. control 
(GraphPad Prism 5, バージョン 5.03) を行い, 群間の検定を行った. 統計的有意水
準は 5%とし, *P < 0.05, **P < 0.01, および***P < 0.001として表記した. 
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5. 実験結果 
 
5-1. 神経細胞損傷評価 (HE染色) 
 
まず, 従来の組織学的手法で tMCAO後の神経細胞障害を評価した. HE染色では, 
tMCAO後 1時間の段階では対照群と比較して明らかな変化を認めなかった. 一方, 
tMCAO後 24時間では海馬 CA1, CPuおよび大脳皮質の神経細胞には核や細胞体の
縮小などの早期虚血に特徴的とされる形態学的変化を認めた (図 4). 神経細胞損傷ス
ケールを用いた評価でも同様に, tMCAO後 1時間では有意な変化を認めなかったが, 
tMCAO後 24時間では 3領域で有意にスコアが上昇した (図 5). 海馬の損傷範囲お
よび CPuと大脳皮質の損傷細胞数をスコアとともに表 5に示す. 
 
5-2. 神経細胞損傷評価 (蛍光免疫染色) 
 
次に細胞障害のメカニズムについて検証した. 神経細胞のマーカーである NeuN
と細胞死のマーカーである TUNEL染色を用いて 2重染色を行い検証した. tMCAO
後 1時間の段階では, CA1, CPu, 大脳皮質領域では NeuN陽性細胞を認め, 明かな
TUNEL陽性細胞を認めなかった. 一方, tMCAO後 24時間において, 3領域で
NeuN陽性細胞が減少し, TUNEL陽性細胞が出現した. また CA1において特に顕著
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に細胞核は収縮していた (図 6). 
tMCAO後 1時間では蛍光免疫染色では明らかな変化を認めなかったが, 24時間の
段階では CA1, CPu, 皮質の 3領域で細胞死が生じていることが示唆される所見だっ
た. 
 
5-3. スペクトル解析 
 
 まず, 代謝物の脳全体としての変化を観察する目的で, 虚血側半球と健常側半球の
比較を行った. スペクトル解析では数多くの代謝産物およびリン脂質のスペクトルが
得られた (図 7). P-Cr [M+H]+ (m/z 212.03), Cr [M+H]+ (m/z 132.08), Cer 
d18:1/18:0 [M-H2O+H]+ (m/z 548.54), Cer d18:1/16:0 [M-H2O+H]+ (m/z 520.51), 
Cer d18:1/20:0 [M-H2O+H]+ (m/z 576.57), phosphatidylcholine (PC) 16:0/16:0 
[M+H]+ (m/z 734.57), PC 16:0/18:1 [M+H]+ (m/z 760.58), L-glutamine [M+H]+ (m/z 
147.07), および L-histidine [M+H]+ (m/z 156.08) の 9つのイオンは最終的に
MS/MSと併せて同定された. 
P-Crと Cer d18:1/18:0の相対強度は, 虚血側と健常側との間で発現に顕著な違い
を認めたが, Cr強度は大きな差異を示さなかった. Cer d18:1/18:0はマススペクトル
内で複数の同定していないスペクトルに囲まれたイオンであるため, 取得した
MS/MSスペクトラムで確認した. Cer d18:1/18:0 [M-H2O+H]+ (m/z 548.55366) の
プリカーサーイオンである Cer d18:1/18:0 [M+H]+ (m/z 530.528) に CIDを行い, 
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得たフラグメントイオン (m/z 264.269) をMS/MSスペクトル上で確認し, 同定に
至った (図 8). MS/MSスペクトルは以前の報告と同様であった.24, 25) 
 
5-4. 代謝産物の経時的組織分布変化 
 
半球全体で変化する代謝物を同定できたため, 次に, それらの代謝物の時間的・空
間的分布を詳細に検討した. P-Crの発現は, 対照群では脳全体で低いレベルであった
(図 9A). tMCAO後早期である 1時間後から, 虚血側の海馬と CPuで, P-Crの発現
が上昇した. また大脳皮質においては, 虚血中心部と周辺部に蓄積するように P-Cr
の発現上昇を認めた. 対称的に, 虚血側の海馬と CPuにおいて, Crの発現は低下し
た (図 9A). tMCAO後 24時間では虚血側の海馬, CPu, 大脳皮質において, P-Crの
発現はさらに増加し, 一方 Crは虚血領域では明らかな発現低下を認めた. 虚血領域
以外では, Crは脳全体を通してわずかに発現が上昇していた (図 9A). 
一方, Cer d18:1/18:0の発現は tMCAO後 1時間の海馬で上昇し, 24時間後には海
馬, CPuおよび大脳皮質において顕著に上昇を認めた (図 9A). 
次に海馬, CPuおよび大脳皮質のなかで最も変化がみられる部分を虚血中心部と
し, そこに関心領域をおき, 定量的に解析した. 相対強度は, 図 9Bの光学画像で提
示した, 3つの関心領域内と対側の同部位で測定し, その対側比をグラフで示した 
(図 9B). P-Crおよび Cer d18:1/18:0の発現は経時的に上昇したが, Cr発現は経時的
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な変化を示さなかった (図 9B). CPuにおける Cer d18:1/18:0の発現のみが, 対照群
と tMCAO後 24時間の間で有意に異なっていた. 
同定し得た 9つのイオンのMSI画像を図 10に提示する. 対照群では, Cer 
d18:1/16:0, Cer d18:1/20:0, L-glutamineと L-histidineの発現は脳全体で低いが, 
PC 16:0/16:0と PC 16:0/18:1は脳全体で高かった. tMCAO後 1時間では Cer 
d18:1/16:0の発現は海馬でのみ上昇がみられた. PC 16:0/16:0と PC 16:0/18:1は非
虚血部での発現低下がやや見られた. Cer d18:1/20:0, L-glutamineと L-histidineは
ほとんど変化がみられなかった. tMCAO後 24時間では Cer d18:1/16:0と Cer 
d18:1/20:0の発現が虚血側の海馬, CPuおよび大脳皮質の 3領域で上昇していた. 
PC 16:0/16:0と PC 16:0/18:1は虚血側の 3領域ではコントロールと比較し, やや低
下していたが, 非虚血部ではより発現が低下していた. L-glutamineと L-histidine
は虚血中心部では発現が低下し, その周囲での発現上昇がみられた. Cer d18:1/16:0, 
Cer d18:1/20:0, PC 16:0/16:0, PC 16:0/18:1, L-glutamine, および L-histidineはこ
の群でのみ観察され, 他の群では検出同定されないため, 本研究ではこれ以上の解析
は行わなかった. 
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6. 考察 
 
6-1. 本実験系について 
 
 本研究では, tMCAO後早期のマウス脳組織をMALDI-MSIで解析し, P-Cr, Cr, 
Cer d18:1/18:0を標的としたスキャン範囲でいくつかのイオン分子を検出し, 
MS/MSと併せて同定した. また空間的分析を行うために海馬 CA1, CPuおよび大脳
皮質に注目し, 経時的な変化を観察した. HE染色および蛍光免疫染色では tMCAO
後 1時間の早期の段階では組織学的には変化を認めなかったが, MALDI-MSIにより
P-Crおよび Cer d18:1/18:0の超早期の発現上昇を確認した. また, タイムポイント
の異なる 3群を同時に計測, 観察することで経時的な変化を示すことができた.  
試験コストが高いことから少数の動物使用に限られた. そのため統計的な有意差が
出る結果とはならず, 経時的変化の傾向を見るに留まった. 統計で有意差を出すため
には動物数を増やす必要があるが, MALDI-MSIの特性で試験時期が異なると結果が
異なるために追加実験は行わなかった. また, Cer d18:1/16:0, Cer d18:1/20:0, PC 
16:0/16:0, PC 16:0/18:1, L-glutamine, および L-histidineが一群でのみ検出できた
理由としては, この群のみ先の 2群とは異なった日に測定したため, 感度が違ったと
考えられる. 生体に使用できないことや試験コストが高いこと, 試験時期によって結
果が異なることなど, 制限はあるもののMALDI-MSIは脳虚血後, 組織学的変化が
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生じる前の段階から虚血によるシグナリングを検出することが可能であり, 有用であ
ると考えられた.  
 
6-2. 脳梗塞後の生体分子の変化とモデルの安定化 
 
脳梗塞は個体間の側副血行の違いや, 虚血時間により梗塞領域に違いが生じる. 個
体間の側副血行の違いは tMCAO後の代謝および梗塞領域を変化させ,26, 27) 加えて, 
生体分子の分布は虚血時間に比例して有意に変化することが示されている.28) したが
って, 正確な虚血状態を把握するためには, 虚血領域を含め生体分子に関する詳細な
情報を取得することが必要であり, その情報をもとに神経保護療法の標的あるいはバ
イオマーカーを探ることができる. 
MALDI-MSIは代謝変化を空間的に検出可能ではあるが測定にかかるコストが高
く, 機器の特性上, 同時期に測定したものでなければ比較が難しいため, 虚血巣の大
きさや領域などが安定したモデルを作成する必要があった. 空間的な変化を可能な限
り捉えるため, 後大脳動脈領域を含めた虚血モデルとし,19) PPAを切断することでモ
デルの安定化を図り,20) かつ LSFを用いて確実に虚血がかかっていることを確認し
た. 組織学的には, HE染色と蛍光免疫染色を用いて虚血状態を評価した. HE染色で
は, tMCAO後 24時間に海馬 CA1, CPuおよび大脳皮質内の神経細胞核や細胞体の
縮小といった虚血性変化が生じていることを示した. また, 蛍光免疫染色では
21 
 
tMCAO後 24時間で, 3つの領域すべてにおいて神経細胞死がおきていることを示し
た. これらの所見は, 我々の tMCAOモデルにおいて CA1, CPuおよび大脳皮質が損
傷したことを示している. 
 
6-3. 神経保護に関与する生体分子の動態 
 
P-Crと Crは細胞の生存と死に寄与すると考えられている. 一般的に Crは食物か
ら取り込まれ細胞内に蓄積されるが，P-Crは Crから肝臓内で Crキナーゼによって
触媒され形成される.29) 化学式 1で示すように, 無酸素状態または虚血状態では, 
adenosine triphosphate (ATP) 供給量が減少するが, P-Crはそのリン酸基を
adenosine diphosphate (ADP)に放出することによって, 細胞活性のエネルギー源と
して機能する.30) 本研究では, MSIにより tMCAO後の虚血部での P-Crおよび Cer 
d18:1/18:0の経時的な増加を明らかにした. 化学式 1で示されるように, 虚血時の
P-Cr上昇と Cr低下には相関関係があると思われたが, 本実験では完全には相関し
ていなかった. Crの動態および代謝活性は複雑であり解明されていないが, エネルギ
ー供給源になり得る P-Crは脳梗塞急性期のバイオマーカーであると同時に分子治療
の標的とするに値する. 
 
Cr +  ATP ↔  PCr +  ADP +  H+    ・・・(化学式 1)   
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Cerは細胞膜に多く存在する Sphingolipidであるが, その中で Cer d18:1/18:0は
細胞の生死に関与している. Cer d18:1/18:0の合成は細胞の生命活動にとって必須で
あるとともに, Cerが組み込まれている sphingomyelinの加水分解はアポトーシスに
重要であり, ミトコンドリア内の Cerがアポトーシスを誘導すると報告されてい
る.31)  
本研究では, tMCAO後 1時間で Cer d18:1/18:0および P-Crの増加をMSIで検出
したが, HE染色および蛍光免疫染色には変化がみられなかった. したがって, P-Cr
および Cer d18:1/18:0発現上昇は, 脳虚血の初期のバイオマーカーであると考えら
れ, P-Crはエネルギー供給源となり得る見解からも, 今後の神経保護療法への利用が
期待される. Cer d18:1/18:0に関して機序は明らかではないが, アポトーシスを誘導
するのであれば, それを防ぐことで神経保護につながると考えられる. また, 現時点
でMALDI-MSIは生体への適応は困難だが, その結果はmagnetic resonance 
spectroscopy等の分子を検出する検査に応用することが期待される.32) 
 
結語 
 
 本研究では, MALDI-MSIを用いて脳虚血後の代謝産物発現を時間的・空間的に示
した. 脳虚血後早期に, 組織学的な変化に先立ち, P-Crおよび Cer d18:1/18:0が虚血
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部に蓄積し, 経時的に変化することを捉えることができた. P-Crおよび Cer 
d18:1/18:0は, 脳虚血のバイオマーカーや, 神経保護療法のターゲットとして活用可
能であると考えられる. 
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Figure 
 
 
 
図 1. 一過性脳虚血モデル作成の模式図 
一過性中大脳動脈閉塞モデルを作成する際の模式図を提示する. 仰臥位のマウスの頚
部を切開露出し, 頚部動脈を露出した図を示す. 後交通動脈は術中所見では視認でき
ない. シリコンスーチャーは外頚動脈の切開部から刺入し, 中大脳動脈に挿入する. 
この際に後交通動脈も同時に遮断している. 
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図 2. 一過性脳虚血範囲の血流評価 
Laser speckle flowmetryを用いて観察した脳血流画像を提示する. 一過性中大脳動
脈閉塞により, 左側 (L) の中大脳動脈 (MCA) 領域に加えて後大脳動脈 (PCA) 領
域の血流低下を認める. 
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図 3. 組織調整からMALDI-MSIの工程 
凍結組織ブロックから組織切片を作成し, スライド上の組織切片にマトリックスを塗
布した. MALDI-MSIシステム (iMScope) を使用し, レーザー照射によって遊離し
たイオンを検出した. データ解析を行い, 画像を再編成した. 
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図 4. 一過性中大脳動脈閉塞 (tMCAO) 後の hematoxylin-eosin (HE) 染色 
tMCAO後の HE染色を左から対照群 (Control), 1時間後 (1 h), 24時間後 (24 h) 
の順に提示する.虚血側は組織の左側で L, 対側は右側で Rと表記する. 海馬 CA1, 
caudoputamen (CPu) および大脳皮質 (Cortex) はそれぞれ黒, 青, 白色の四角で囲
み, 高倍率の画像を各々下段に提示する. 黒の自由線で囲った部分は虚血部であり, 
細胞の減少と細胞損傷を認める, 対照群と比較し, 1 hでは明らかな変化は見られな
いが, 24 hでは 3つの関心領域で神経細胞の減少とともに, 神経細胞核と細胞体の縮
小および軸索の脱落を認める. これらは bregmaから 1.80 mm尾側の切片であり, 
スケールバーは 300 µmである. インレット内のスケールバーは 30 µmである. 
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図 5. 神経細胞損傷スケール (score of neuronal injury) を使用した定性評価 
海馬 CA1, caudoputamen (CPu) および大脳皮質 (Cortex) の神経細胞損傷スケー
ルの平均を, 対照群 (Control), 一過性脳虚血後 1時間 (1 h), 24時間 (24 h) の順に
示す (各群, n = 3). 1 hは 3領域共にスケールの微上昇はあるが有意な上昇は認めな
いが, 24 hは 3領域共に有意なスコアの上昇を認める. スケールは 0～4で表し, 統
計的有意水準は 5%とし, *P < 0.05, **P < 0.01, および***P < 0.001として表記し
た. 
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図 6. 一過性中大脳動脈閉塞 (tMCAO) 後の蛍光免疫染色 
tMCAO後の蛍光免疫染色を対照群 (Control), 1時間後 (1 h), 24時間後 (24 h) の
順に提示する. DAPIによる細胞核染色とともに TdT-mediated dUTP nick end 
labeling (TUNEL) および NeuNの 2重染色像である. 対照群と比較し, 1 hではほ
とんど変化を認めないが, 24 hでは海馬 CA1, caudoputamen (CPu) および大脳皮
質 (Cortex) の領域で TUNEL陽性細胞が散在し, NeuN陽性細胞の減少を認める. 
スケールバーは 50 µmである. インレット内のスケールバーは 30 µmである. 
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図 7. Mass spectrometry imaging (MSI) のマススペクトラム 
一過性中大脳動脈閉塞後 24時間の, 虚血半球と対側のMSIから得られたマススペ
クトラムの結果を示す. 測定範囲は 2種類のm/z (85-305, 520-820) であり, レーザ
ー照射範囲は半球全領域とした. 多くのイオンが検出されているが，今回注目してい
る creatine (Cr) (m/z 132.08), phosphocreatine (P-Cr) (m/z 212.03) および
ceramide (Cer) d18:1/18:0 (m/z 548.54) をそれぞれ赤, 青, 緑の破線で囲んだ. 対側
と虚血側を比較し, Cerはほぼ変化がみられないが, P-Crと Cer d18:1/18:0は発現の
違いがみられた. Cer d18:1/18:0の周囲には複数の同定していないスペクトルがあ
る． 
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図 8. Ceramide (Cer) d18:1/18:0の tandem mass spectrometry (MS/MS) analysis 
MS/MSによって得られた Cer d18:1/18:0のスペクトラムを示す. この解析で Cer 
d18:1/18:0のプリカーサーイオンと特異的フラグメントイオンがそれぞれm/z 
530.528およびm/z 264.269で検出されている. 
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図 9. Mass spectrometry imaging (MSI) で示す代謝産物の経時的変化 (1) 
(A) 一過性中大脳動脈閉塞 (tMCAO) 後の phosphocreatine (P-Cr), creatine (Cr) 
および ceramide (Cer) d18:1/18:0の経時的分布変化を示す. カラースケールの数値
は相対強度を表す. 対照群 (control)では, P-Crと Cer d18:1/18:0の発現は脳全体で
低いが, それと比較し Crの発現は海馬で高い. tMCAO後 1時間 (1 h) では P-Crの
発現は虚血側の海馬 (Hippocampus), caudoputamen (CPu) および大脳皮質 
(Cortex)の 3領域で上昇しているが, Crの発現は虚血側の海馬と CPuで低下してい
る. Cer d18:1/18:0の発現は海馬のみ上昇がみられる. tMCAO後 24時間 (24 h) で
は P-Crと Cer d18:1/18:0の発現が虚血側の 3領域で上昇している. Crの発現は虚
血部を除いて全体的に上昇しているが, 虚血部では明らかに低下している. (B) 光学
画像で示した 3つの関心領域とその対側の同部位とを比較し, その相対強度の対側
比をグラフで示している (各群, n = 3). P-Crと Cer d18:1/18:0の発現は経時的に増
加しているが, Crの発現は経時的な傾向を示していない. 統計的有意水準は 5%とし, 
*P < 0.05として表記する. スケールバーは 1000 µmである. 
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図 10. Mass spectrometry imaging (MSI) で示す代謝産物の経時的変化 (2) 
一過性中大脳動脈閉塞 (tMCAO) 後の phosphocreatine (P-Cr), creatine (Cr), 
ceramide (Cer) d18:1/18:0, Cer d18:1/16:0, Cer d18:1/20:0, phosphatidylcholine 
(PC) 16:0/16:0, PC 16:0/18:1, L-glutamine, および L-histidineの経時的分布変化を
示す. カラースケールの数値は相対強度を表す. 対照群 (control) では, Cer 
d18:1/16:0, Cer d18:1/20:0, L-glutamineと L-histidineの発現は脳全体で低いが, 
PC 16:0/16:0と PC 16:0/18:1は脳全体で高い. tMCAO後 1時間 (1 h) では Cer 
d18:1/16:0の発現は海馬 (Hippocampus) でのみ上昇がみられる. PC 16:0/16:0と
PC 16:0/18:1は非虚血部での発現低下がやや見られる. Cer d18:1/20:0, L-glutamine
と L-histidineはほとんど変化がみられなかった. tMCAO後 24時間 (24 h) では
Cer d18:1/16:0と Cer d18:1/20:0の発現が虚血側の海馬, caudoputamen (CPu) お
よび大脳皮質 (Cortex)の 3領域で上昇している. PC 16:0/16:0と PC 16:0/18:1は虚
血側の 3領域ではコントロールと比較しやや低下しているが, 非虚血部ではより発
現が低下している. L-glutamineと L-histidineは虚血中心部では発現低下を示し, 
その周囲での発現上昇がみられる. スケールバーは 1000 µmである. 
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Table 
表 1. 海馬損傷スケール 
スケール 状態 
0 損傷無し 
1 CA1領域に虚血神経細胞が散見 
2 CA1領域に中等度の虚血性損傷 
3 CA1領域ですべての錐体細胞が損傷 
4 すべての海馬領域で広範な細胞損傷 
 
表 2. CPu, 大脳皮質損傷スケール 
スケール 状態 
0 損傷無し 
1 0〜25%の神経細胞が損傷 
2 25〜50%の神経細胞が損傷 
3 50〜75%の神経細胞が損傷 
4 75〜100%の神経細胞が損傷 
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表 3. MALDI-MSI条件 
MS分析条件 
Pitch 50 μm x 50 μm 
イオン種 陽イオン 
測定範囲 m/z 85-305 
m/z 520-820 
積算回数 1回/pixel 
サンプル電圧 3.00 kV 
検出器電圧 2.10 kV 
レーザー照射条件 
照射回数 100 shots 
Pulse rate 1000 Hz 
照射径 2 
強度 45.0 
 
 
表 4. Cer d18:1/18:0のMS/MS解析条件 
① プリカーサーイオンの遊離 ② CIDおよび生成イオンの検出 
MS分析条件 MS1段目  
Pitch 50 μm x 50 μm CID On 
イオン種 正イオン m/z 548.5366 
測定範囲 m/z 259-555 幅 2.0000 amu 
積算回数 1 回/pixel エネルギー 50% 
サンプル電圧 3.50 kV カットオフm/z 152 
検出器電圧 2.00 kV ガス量 50% 
レーザー照射条件 isolation時間 20 msec 
照射回数 100 shots CID時間 30 msec 
Pulse rate 1000 Hz MS2段目  
照射径 2 CID Off 
強度 47.0   
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表 5. 細胞損傷評価 
検体 部位 状態 スコア 
Control_1 海馬 損傷無し 0 
 CPu 損傷無し 0 
 大脳皮質 損傷無し 0 
Control_2 海馬 損傷無し 0 
 CPu 損傷無し 0 
 大脳皮質 損傷無し 0 
Control_3 海馬 損傷無し 0 
 CPu 損傷無し 0 
 大脳皮質 損傷無し 0 
tMCAO 1 h_1 海馬 損傷無し 0 
 CPu 損傷無し 0 
 大脳皮質 損傷無し 0 
tMCAO 1 h_2 海馬 CA1の半分以下の領域に損傷あり 1 
 CPu 16/100個の細胞に損傷あり 1 
 大脳皮質 9/100個の細胞に損傷あり 1 
tMCAO 1 h_3 海馬 損傷無し 0 
 CPu 損傷無し 0 
 大脳皮質 3/100個の細胞に損傷あり 1 
tMCAO 24 h_1 海馬 CA1の半分以下の領域に損傷あり 1 
 CPu 82/100個の細胞に損傷あり 4 
 大脳皮質 38/100個の細胞に損傷あり 2 
tMCAO 24 h_2 海馬 すべての海馬領域で広範な細胞損傷 4 
 CPu 96/100個の細胞に損傷あり 4 
 大脳皮質 99/100個の細胞に損傷あり 4 
tMCAO 24 h_3 海馬 すべての海馬領域で広範な細胞損傷 4 
 CPu 96/100個の細胞に損傷あり 4 
 大脳皮質 98/100個の細胞に損傷あり 4 
 
 
